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(57) Abstract 

The invention relates to a nucleic acid preparation with a content of below I % protein, preferably below 0.1 % protein free of 
ethidium bromide, phenol, caesium chloride and detergents based on octyl phenol poly (ethylene glycol ether)„ and with a content of below 
i EU/mg DNA of endotoxins. Said preparation is suitable as a drug particularly in gene therapy. 

(57) Zusammenfassujig 

_ Einc Nukleinsaurepraparation mit einem Gehalt von weniger als 1 % Protein, vorrugsweise weniger als 0,1 % Protein, frei von 
Ethidiumbromid, Phenol, Casiumchlorid und Detergentien auf Basis von Octylphenolpoly(ethylenglycolether) n sowie mit einem Gehait von 
weniger als I EU/mg DNA an Endotoxincn ist als Arzneimittel insbesondere in der Gentherapie geeignct. 
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Verfahren zur Herstellung von gereinigter Nukleinsaure und deren Vcnvendung 

Die Erfindung betriffl die Herstellung von gereinigter Nukleinsaure und deren Verwendung, 
insbesondere in der Gentherapie. 

Die Herstellung von replizierbarer Nukleinsaure erfolgt iiblicherweise durch Vermehrung von 
replikationsfahiger Plasmid-DNA in gramnegativen Bakterien, wie z.B. E. coli. Nach Auf- 
schluO der Biomasse (ttblicherweise alkalische Lyse, mit Lysozym oder Ultraschall) wird ab- 
zentrifugiert und der Uberstand mit Phenol ausgeschuttelt. Anschlieflend wird an einem 
Casiumchloridgradienten eine Ultrazentrifugation durchgefuhrt. (Birnboim & Doly, Nucleic 
Acid Res. 7 (1979) 1513 - 1523, Garger et al.. Biochem. Biophys. Res. Comm. 117 (1983) 
835 - 842.). Derartige Praparationen enthalten jedoch Endotoxine, Phenol, Casiumchlorid 
und/oder Ethidiumbromid als Anfarbemittel. 

Ein weiteres Verfahren ist im QIAGEN® Plasmid Handbook (Qiagen Inc., Chatsworth, USA) 
und der EP-B 0 268 946 beschrieben. Danach wird das nach ublichem Aufschlufl gewonnene 
Zellysat an QIAGEN®-TIP, welches QIAGEN® resin (ein Tragermaterial auf Silicagelbasis) 
enthalt, chromatographiert. Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dafl DNA-Bindeproteine nicht 
vollstandig von der DNA abgelbst werden und deshalb die gereinigte Plasmidfraktion Proteine 
und insbesondere Endotoxine (aus der Membran der gramnegativen Wirtszellen) in betrachtli- 
chem Umfang enthalt. 

In einem weiteren Verfahren wird nach alkalischer Lyse der E.coli-Biomasse nach Bimboim & 
Doly eine Chromatographic des Zentrifugationsuberstandes unter Hochsalzbedingungen uber 
Ahionentauschersaulen (z. B. Mono-Q, Source-Q von Pharmacia, Macroprep-Q von BioRad, 
Poros-Q von Perseptive Biosystems oder HyperD-Q von Biosepra, vgl. Chandra et al., Analyt. 
Biochem. 203 (1992) 169- 172; Dion et al., J. Chrom. 535 (1990) 127 - 147) durchgefiihrt. 
Auch hier enthalt die gereinigte Plasmidfraktion Proteine und insbesondere in betrachtlichem 
Umfang Endotoxine. 

In einem weiteren Verfahren ist nach alkalischer Lyse und anschlieOender 
Phenol/Chloroformextraktion eine Chromatographic uber Gelfiltration mdglich (McClung & 
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Gonzales, Analyt. Biochem. 177 (1989) 378-382; Raymond et al., Analyt. Biochem. 173 
(1988) 125 - 133). Auch nach dieser Reinigung enthalt die Plasmidpraparation Verunreinigun- 
gen, insbesondere Phenol. 

In der WO 95/21177 wird ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren fur 
den Einsatz in der Gentherapie beschrieben, wobei die Reinigung im wesentlichen durch Zen- 
trifugieren, Filtrieren, eine Affinitatschrornatographie oder eine Chromatographie an einem 
anorganischen Chromatographiematerial, mit anschlieflender Chromatographic an einem 
Ionenaustauscher, erfolgt. Eine weitere Abreicherung von Endotoxinen kann nach der 
WO 95/21 177 dann erreicht werden, wenn im ReinigungprozeB die Nukleinsaure mit einem 
"Endotoxin Removal Buffer", der 10% Triton® X 100 und 40mmol/l MOPS-Puffer 
(3-Morpholino-l-propansulfonat-pufFer) enthalt, behandelt wird. Ein Nachteil dieses Verfah- 
rens besteht darin, dafl die auf diese Weise gereinigte Nukleinsaure Verunreinigungen an 
Triton® und MOPS-PufFer enthalt. Durch dieses Verfahren kann zwar eine Abreicherung von 
Endotoxinen auf einen Gehalt von ca 100 EU/mg DNA erreicht werden (Qiagen News 1/96, 
3 - 5), eine weitergehende Entfemung von Endotoxinen ist jedoch durch dieses Verfahren 
nicht moglich. 

Fiir eine therapeutische Anwendung, wie sie beispielsweise fur die Gentherapie vorgesehen ist, 
wird jedoch eine Nukleinsaurepraparation benetigt, die moglichst frei von alien Verunreini- 
gungen (insbesondere weitestgehend frei von Endotoxinen) ist. Vor allem der Endotoxingehalt 
von Plasmidpraparationen stellt bisher ein nicht gelostes Problem dar, wie beispielsweise von 
Cotten et al.. Gene Therapy 1 (1994) 239 - 246 beschrieben wurde. Ein verminderter Endo- 
toxingehalt (ca. 100 EU/mg DNA) kann nach dem Stand der Technik, wie beispielsweise 
gemaC der WO 95/2 1 1 77, nur dann erreicht werden, wenn die Nukleinsauren mit nichtioni- 
schen Detergentien, wie z. B. Triton (Endotoxin Removal Buffer aus WO 95/21177), behan-" 
delt werden. Triton® hat jedoch eine biologische Wirkung, wie z. B. Lungenveranderungen 
oder Senkung des Blutdrucks (Fiedler, Lexikon der Klfsstoffe fiir Pharmazie und Kosmetik 
und angrenzende Gebiete (Band 9, 3. Auflage, 1989, Editio Cantor, DE)). Der zusatzlich 
erforderliche MOPS-Puffer enthalt ebenfalls, aus Sicht einer therapeutischen Anwendung, eine 
problematische Substanz. 



Durch die Erfindung wird eine Nukleinsaurepraparation, vorzugsweise eine Plasmid-DNA von 
hoher Reinheit, in der die Endotoxine weitgehend abgereichert sind, vorzugsweise ohne Ethi- 
diumbromid, Phenol, Casiumchlorid, Polymyxin oder nichtionischen Detergentien sowie ein 
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einfaches und effectives Verfahren zur Reinigung von solchen NukleinsSuren, insbesondere 
zur Abreicherung von Endotoxinen bereitgestellt. 

Gegenstand der Erfindung ist eine in gramnegativen Bakterien replizierbare Nukleinsaure, 
vorzugsweise eine Plasmid-DNA rnit einem Gehalt von weniger als 1% Protein, vorzugsweise 
weniger als 0,1 % Protein und einem Gehalt von weniger als 1 EU/mg DNA, bevorzugt 
0,01 - 0,1 EU/mg DNA an Endotoxinen. Vorzugsweise ist diese Plasmid-DNA frei von Ethi- 
diumbromid, Phenol und Casiumchlorid, frei von Detergenzien auf Basis von Octylphenol- 
poly(ethylengIycolether) n , wie z.B. Triton®-Detergenzien, ebenso frei von MOPS-Puffersub- 
stanz und von RNAse. 

Unter Amplifikation ist die Erhfchung der Kopienzahl einer Nukleinsaure (insbesondere DNA 
und Plasmid-DNA), basierend auf der Replikation eines Vektors zu verstehen. Dabei werden 
von einem template eine Vielzahl von Kopien hergestellt. Repliziert wird ein Vektor, welcher 
die Nukleinsaure darstellt, oder welcher die Nukleinsaure kloniert enthalt. 

Unter einer Plasmid-DNA ist ein extrachromosomales DNA-Duplex-Molekvil zu verstehen. 
Die GroBe eines DNA-Plasmids betragt ublicherweise 1 bis mehr als 200 kb und liegt in 
Wirtszellen in einer bis mehreren Hunderten von Kopien vor. Plasmid-DNA wird ublicher- 
weise in gramnegativen Bakterien, wie z. B. E.coli, amplifiziert und anschlieBend isoliert. 
Plasmide werden haufig verwendet zur Konstruktion von Klonierungsvektoren, zur Transfek- 
tion von prokaryontischen und eukaryontischen Zellen. Eine therapeutische Verwendung ist 
insbesondere im Zusammenhang mit der in vivo- und ex vivo-Gentherapie von Bedeutung. 
Therapeutisch verwendete Plasmid-DNA hat vorzugsweise eine Lange von 5 bis 20 kb, 
besonders bevorzugt 5-10kb, und ist doppektrangig. Die Plasmid-DNA kann linearisiert 
oder zirkular geschlossen sein. Vorzugsweise wird im wesentlichen zirkular geschlossene 
DNA verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist demzufolge eine pharmazeutische Zusammenset- 
zung, enthaltend eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure, vorzugsweise Plasmid-DNA, in einer 
therapeutisch wirksamen Menge und gegebenenfalls zusitzlich pharmazeutische Hilfs-, F01I- 
oder Zusatzstoffe. 

Endotoxine sind Lipopolysaccharide aus gramnegativen Bakterien. Endotoxine konnen in 
Saugern als Pyrogene wirken und einen Endotoxinschock induzieren. Die wesentliche toxische 
Komponente der Endotoxine ist Lipid A, wobei der Polysaccharidteil die Wasserloslichkeit 
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vermittelt und der Lipidteil toxisch wirkt. Der biologische EfFekt von Endotoxinen in Saugern 
sind insbesondere eine Hypersensibilisierung sowie andere Reaktionen, die durch Fieber 
begleitet sind. 

Plasmid-DNA wird gemaB den Standardverfahren in E.coli, also einem gramnegativen Bakte- 
rium, amplifiziert. Nach der Fermentation wird die dabei erhaltene Biomasse aufgeschlossen 
und die Zellen lysiert. Hierbei werden aus der Zelimembran die Endotoxine freigesetzt. Dies 
bedeutet, dafl nach der Amplifikation von Nukleinsauren, insbesondere von Plasmid-DNA, in 
gramnegativen Bakterien und insbesondere in Exoli eine Abreicherung von Endotoxinen 
erforderlich ist, wenn diese Plasmid-DNA therapeutisch verwendet werden soil. 

Fur eine therapeutische Anwendung von replizierbaren Nuldeinsauren, insbesondere Plasmid- 
DNA, werden, je nach Anwendung, Dosen von 50 ^ig bis 10 mg und mehr verwendet bzw. 
geplant. Die Dosismenge h&ngt von der Erkrankung und Applikationsart ab. Im Aerosol, z. B 
zur Behandlung der cystischen Fibrose, werden Dosen von 400 ng und mehr verwendet. 
Analoges gilt fiir im Lipidkomplex (z. B. in Liposomen) verkapselte Plasmid-DNA. Urn derar- 
tige Mengen von therapeutisch einsetzbarer replizierbarer Nukleinsaure zur Verfiigung zu 
stellen, ist es erforderiich, die replizierbare Nukleinsaure in groflem MaBstab herzustellen. 
Hierfur sind Fermentationsansatze mit 1 - 5 kg Biomasse, woraus 1 - 5 g Nukleinsaure isoliert 
werden konnen, zweckmaflig. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung einer Plasmid-DNA mit 
einem Gehalt von weniger als I EU/mg DNA, bevorzugt 0,01 - 0,1 EU/mg DNA an Endo- 
toxinen, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafl Plasmid-DNA in gramnegativen Bakterien 
wie Exoli vermehrt wird, die Biomasse aufgeschlossen und die loslichen Bestandteile an 
Hydroxylapatit chromatographiert werden und anschlieflend die genannte Plasmid-DNA iso- 
liert wird. Vorzugsweise wird vor der Chromatographie an Hydroxylapatit eine Anionen- 
tauscherchromatographie durchgefuhrt, mit der im wesentlichen RNA und Fremdproteine 
entfemt werden. Dadurch konnen gegebenenfalls weitere Verunreinigungen beseitigt werden 
und ein Gehalt der Nukleinsaure von weniger als 1 % Protein, vorzugsweise weniger als 0, 1 % 
Protein, frei von Ethidiumbromid, Phenol und Casiumchlorid erreicht werden. Eine solche 
Preparation ist vorzugsweise auch frei von Detergentien auf Basis von Octylphenol- 
poly(ethylenglycolether) n und MOPS-Puffersubstanz. 

Durch das erfindungsgemafle Verfahren gelingt es, eine Vielzahl von Verunreinigungen zu 
vermeiden oder zu beseitigen, die Plasmid-DNA enthalt, wenn sie nach einem dem Fachmann 
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gelaufigen Verfahren hergestellt wird. Vor allem gelingt es uberraschenderweise auf einfache 
Weise, den Endotoxingehalt drastisch zu vermindem, 

Im erfindungsgemaflen Verfahren wird durch die Chromatographic mit Hydroxylapatit eine 
iiberragende Abreichemng von Endotoxinen erreicht. Dies ist urn so iiberraschender, da die 
Chromatographic an Hydroxylapatit in der Literatur lediglich zur Trennung von DNA und 
RNA eingesetzt wird (Johnson & Dan, Analyt. Biochem. 132 (1983) 20 - 25). 

Die chromatographische Wirkung von Hydroxylapatit beniht im wesentlichen auf der Wech- 
selwirkung zwischen Calcium 2+ -Gruppen und der negativen Ladung der zu reinigenden 
Nukleinsaure und in geringerem Umfang durch die Wechselwirkung der zu reinigenden 
Nukleinsaure mit P0 4 3 --Gruppen an der Oberflache von kristallinem Hydroxylapatit (vgl. z. B. 
Protein Purification Methods, Ed. by Elv. Harries and S. Angal, Oxford University Press 
1989, 238 - 244). Im wesentlichen kann die Chromatographic an Hydroxylapatit fur Nuklein- 
sauren als Anionenaustauscherschritt bezeichnet werden, wobei die gebundene DNA nicht 
durch einfache Erhohung der lonenstarke (z. B. NaCl) sondern durch Erh6hung der Konzen- 
tration, vorzugsweise an Phosphat oder Citrat, zweiwertigen Metallionen und/oder EDTA, 
von der Hydroxylapatit-Matrix eluiert werden kann. 

Im erfindungsgemaflen Verfahren werden bei der Chromatographic an Hydroxylapatit (z. B. 
HA-Ceramic, Bio-Gel HPHT, Bio-Gel HT/HTP von Biorad DE, HA-Ultrogel von IBF oder 
HA spheroidal von BDH, Macrosorb C von Sterling Organics) zun^chst Endotoxine und die 
zu reinigende Nukleinsaure im wesentlichen uber Dipol-Dipol Wechselwirkungen an 
Hydroxylapatit gebunden. Die Aquilibriening erfolgt ublicherweise bei neutralem pH in Phos- 
phatpuflfer. Vorzugsweise wird, wie beim anschlieBenden Waschen der Siule, ein Denaturie- 
rungsmittel zugegeben. Oberraschenderweise gelingt es mit Phosphat-, Citrat- oder 
Calciumionen, die Nukleinsaure aus ihrer Bindung an Hydroxylapatit zu verdrfingen, wahrend 
die Endotoxine gebunden bleiben. Die Verdringung der Nukleinsaure aus ihrer Bindung an 
Hydroxylapatit kann, statt durch Calciumionen, auch durch andere zweiwertige Metallionen, 
die in Apatit Calcium ersetzen konnen, wie z. B. Mg, Fe, Mn, durchgefiihrt werden. Zur 
Elution betragt die Ionenkonzentration vorzugsweise lOOmmol/1 oder mehr. Besonders 
bevorzugt sind Ionenkonzentrationen zwischen 100 und 500 mmol/l bzw. 200 und 
500 mmol/l. Besonders bevorzugt wird eine phosphationenhaltige Losung (z. B. Phosphat- 
puflfer) verwendet. Vor der Elution (ohne Denaturierungsmittel) wird zweckmaflig (mit 
Denaturierungsmittel) gewaschen. Es hat sich als vorteilhaft gezeigt, wenn z. B. eine Phos- 
phat- oder Sulfatlosung (100 - 200 mmol/l) verwendet wird, der ein Denaturierungsmittel 
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(z. B. Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid) in einer DNA-denaturierenden Konzentration 
(z. B. 6 mol/1 Harnstoff) zugegeben wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird zusatzlich noch eine Ultrafiltration nach der 
Chromatographic an Hydroxylapatit durchgefiihrt. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaflen Nukleinsaure werden die Plasrnide, welche die 
Nukleinsaure darstellen oder enthaiten, ublicherweise in gramnegativen Bakterienlculturen 
amplifiziert. Derartige Methoden sind dem Fachmann bekannt und beispielsweise von J. 
Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press und von F.M. Ausubel et al. eds. (1991), Current Protocols in 
Molecular Biology, Wiley Interscience, New York beschrieben. Dazu werden die Bakterien- 
kulturen, welche die Plasrnide enthaiten, zun&chst subkultiviert und anschlieBend in einem 
geeigneten Medium, gegebenenfalls unter Zusatz eines Selektionsmittels kultiviert. 

Der AufschluB der Biomasse erfolgt ebenfalls nach dem Fachmann gelaufigen Methoden 
(mechanischer oder enzymatischer AufschluB, siehe z.B. Birnboim und Doly, Nucleic Acids 
Research 7 (1979) 1513-1523), ohne RNAse-Zugabe. Auf eine Phenolausschiittelung kann 
verzichtet werden, wenn die Proteinabtrennung durch die Chromatographic an einem 
Anionentauscher erfolgt. Nach AufschluB und Abtrennung der unldslichen Bestandteile, 
zweckmaBig durch Zentrifugation und Filtration uber eine Filterkerze (5 jim Poren), wird der 
Zelluberstand vorzugsweise zur Entfernung von Proteinen zunachst an einem Anionentauscher 
chromatographiert. Als Anionentauscher geeignet sind Anionentauscher auf Agarosebasis, wie 
beispielsweise Q-Sepharose. Weitere geeignete Anionenaustauscher basieren auf Poly- 
metacrylat (Macroprep/Bio-Rad, DeutschlandX Polystyrol/Divinylbenzol (Poros/Perseptive, 
HyperD/Biosepra, Source/Pharmacia) oder Silicagel, an dessen Oberfliche z. B. Diethylami- 
noethyl (DEAE) oder Dimethylaminoethyl(DMAE)-gmppen gebunden sind. 

Um den ReinigungsefFekt zu optimieren, wird die Nukleinsaure mittels Hochsalzgradient, z. B. 
NaCl-Gradient (vorzugsweise 0,65 mol/1 - 0,85 mol/1) in TE-Puffer eluiert. Dadurch wird 
uberraschenderweise eine Abtrennung einer Vielzahl von Verunreinigungen (RNA, Protein) in 
einem Schritt moglich. 

Ebenso bevorzugt ist es, noch zusatzlich, vorzugsweise nach der Hydroxylapatitchromato- 
graphie, eine Isopropanol-/Ethanolfkllung zur Minimierung der Keimbelastung sowie zur Ent- 
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salzung durchzufuhren. Anschlieflend kann die erfindungsgemaCe Nukleinsaure steril abgefullt 
werden. 

Die nachfoigenden Beispiele beschreiben die Erfindung weiter: 
Beispiel 1 

Gewinnung von Nukleinsaure aus E.coli-Biomasse 

Plasmid-DNA enthaltende E.coli-Biomasse wird durch eine Alkali-Lyse aufgeschlossen und 
die freigesetzte Plasmid-DNA iiber Q-Sepharose und HA-Ceramic chromatographiert. Das 
Eluat wird durch eine Isopropanol/Ethanol-Fallung entsalzt und konzentriert und der Plasmid- 
DNA-Niederschlag in TE-Puffer resuspendiert. 

Resuspensionspuffer: 50 mmol/1 Tris/HCl, 10 mmol/EDTA-Na 2 , pH 8,0 ± 0,2 
Kaliumacetatpuffer: 3 mol/l Kaliumacetatpuffer pH 5,5 

60 g Biomasse (feucht, E.coli) wird aus dem Fermenter in entpyrogenisierte Zentrifugenbecher 
abgefilllt. Es werden 750 ml Resuspensionspuffer zugegeben und mindestens 24 Stunden bei 
5 ±4°C langsam (ca. 35 RPM) geriihrt, bis die Biomasse vollstandig suspendiert ist. Dabei 
wird die Temperatur der Suspension langsam auf 25°C erhdht 

Zur Suspension werden 750 ml 0,2 mol/l NaOH/1 % SDS unter Ruhren mit ca. 80 RPM 
zugegeben und bei 25°C 5 Minuten inkubiert. Es werden 750 ml Kaliumacetatpuffer (s. o.) 
unter Riihren zugefiigt und die Temperatur der Biomasse moglichst schnell auf 4°C abgesenkt. 

Die Biomasse wird fur 30 Minuten bei 26000 xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, der die 
Plasmid-DNA enthalt, wird dekantiert und iiber eine 5 ujn-Filterkerze klarfiltriert. 

Chromatographic an Q-Sepharose fF: 

TE-Puffer: 10 mmol/1 Tris-HCl, 1 mmol/1 EDTA pH 8,0 ± 0,2 

Aquilibrier/Waschpuffer = Gradientenpuffer A: 10 mmol/1 Tris-HCl, 1 mmol/1 EDTA, 0,65 
mol/l NaCl pH 8,0 ± 2. 
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GradientenpufFer B: 10 mmol/1 Tris-HCl, I mmol/i EDTA, 0,85 mol/1 NaCl pH 8,0 ± 0,2. 

Der dekantierte Zentrifugemiberstand wird durch Zugabe von ca. 350 mJ TE-Puffer/I Zentri- 
fugationsuberstand auf 49 - 50 mS/cm Leitfahigkeit eingestellt und auf 5° ± 4°C abgekiihlt. 
Die gesamte Chromatographie wird bei dieser Temperatur durchgefuhrt. Der Zentrifugations- 
iiberstand wird bei 5 - 8 Saulenvolumen (SV)/Std. auf die aquilibrierte Saule aufgezogen. An- 
schlieflend wird die Saule bei einer FluBrate von 5 - 8 SV/Std. mit ca. 8 SV 10 mmol/1 Tris- 
HCl, 1 mmol/1 EDTA, 0,65 mol/1 NaCI pH 8,0 ± 0,2 gewaschen. 

Elution 

An die Saule wird ein Gradient (5 SV Puffer A, 5 SV Puffer B) angelegt und das Eluat bei 
einer FluBrate von 5-8 SV/Std. fraktioniert. Die Detektion erfolgt bei 254 nm. Der Vorpeak 
(Verunreinigungen) wird vom Hauptpeak (Plasmid-DNA) abgetrennt, indem der Hauptpeak 
ab ansteigender Flanke in einem separaten GefaB aufgefangen wird. Der Endotoxingehalt des 
Eluats betragt zwischen 1200 und 12000 EU/mg Plasmid-DNA. 

Chromatographie an Hydroxylapatit (HA Ceramic) 

Die Chromatographie wird bei 5 ± 4°C durchgef&hrt. 

Aquilibrierungspuffer: 0,1 mol/1 Kaliumphosphat, 6 mol/1 Hanistoff pH 7,0 ± 0,2 
WaschpufTer 1 : 0, 15 mol/1 Kaliumphosphat, 6 mol/I Harnstoff pH 7,0 ± 0,2 
Waschpuffer 2: 0,02 mol/1 Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 ± 0,2 
ElutionspufFer: 0,5 mol/1 Kaliumphosphat pH 7,0 ± 0,2 

Die Detektion erfolgt bei 254 nm mit einer UV-Detektor/Schreibereinheit. Als Eichlosung 
wird eine 1 % Produktldsung (Plasmid DNA), vermessen mit einem kalibrierten Photometer, 
verwendet. 

Der Q-Sepharose®-Pool wird auf eine Endkonzentration von 1,1 mmol/I Calciumchlorid 
gebracht und bei einer FluBrate von 5 - 8 SV/Std. auf die aquilibrierte Saule aufgezogen. 

AnschlieBend wird die Saule bei einer FluBrate von 5-8 SV/Std. nacheinander gewaschen 
mit: 
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1. 0,1 mol/I Kaliumphosphat, 6 mol/1 Harnstoff pH 7,0 ± 0,2, bis am Detektor keine 
Absorption mehr erkennbar ist. 

2. 2 - 4 SV, 0, 15 mol/1 Kaliumphosphat, 6 mol/1 Harnstoff pH 7,0 ± 0,2 

3. 5 SV, 0,02 mol/1 Kaliumphosphat pH 7,0 ± 0,2 

Im AnschluO an die Waschschritte wird mit 0,5 mol/I KaliumphosphatpufFer pH 7,0 ± 0,1 bei 
einer FluQrate von 5-6 SV/Std. eluiert. 

Der Peak wird gesammelt, auf 25°C temperiert und mit 10 % seines Volumens an 4 mol/1 
KCl-Losung aufgestockt. AnschlieQend wird mit 0,7 Vol.-Anteil (bezogen auf das Volumen 
des Eluats) an Isopropanol versetzt, die Losungen gemischt und fur 5 - 10 Minuten bei 25°C 
inkubiert. Es wird fiir 30 Minuten bei £20000 xg zentrifugiert, wobei sich die Plasmid-DNA 
im Niederschlag befindet. 

Der Niederschlag wird mit 20 ml 70 %igem Ethanol versetzt und fiir 10 - 15 Minuten bei 
£20000 xg bei 4°C emeut abzentrifugiert. 

Der Niederschlag, welcher die Plasmid-DNA enthalt, wird in TE-Puffer (10 mmol/1 Tris-HCl, 
1 mmol/1 EDTA pH 8,0 ± 0,2) resuspendiert und eine Plasmidkonzentration von 1 mg/ml wird 
eingestellt Der Endotoxingehalt liegt typischerweise bei weniger als 0,06 EU/mg DNA und 
zwischen 0,01 und 0,06 EU/mg DNA. 

Die Bestimmung des Endotoxingehalts erfolgt durch Zugabe der zu untersuchenden LGsung 
zu einer Limulus-Am6bozyten-Lysat-L5sung (LAL-L6sung). Endotoxine fiihren zu einer 
Gelbildung in diesem Gemisch. 

In den Negativkontrollansatzen darf es zu keiner Gelbildung kommen, und in den Positivkon- 
troUansatzen sowie in den Probelosungen, aufgestockt mit zwei X-Kontrollstandard-Endo- 
toxin, muD es zu einer Gelbildung kommen. 
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Die erste Verdiinnungsstufe der Wirkstoflldsung, fur die diese Kriterien zutreffen und bei der 
es zu keiner Gelbildung kommt, wird zur Berechnung des Endotoxingehalts der Wirkstoff- 
Idsung nachfolgende Formel eingesetzt: 

E = V x X (EE/ml) 

E: Endotoxingehalt 

V: Verdilnnungsfaktor 

X: Lysatempfindlichkeit (EE/ml) 

Beispiel 2 

Plasmidpraparation nach dem Stand der Technik 

Die Plasmidpraparation erfolgt analog Bimboim et al., Nucl. Acids Res. 7 (1979) 1513-1523 
und Meth. Enzymol. 100 (1983) 243-255. Danach werden die Bakterienzellen in NaOH/SDS, 
in Gegenwart von RNase, lysiert. Es wird zentrifugiert und der Uberstand, welcher die Plas- 
mid-DNA enthalt, weiterverarbeitet. Der tJberstand wird auf eine voraquilibrierte Qiagen®- 
Saule geladen. 

Die Bakterienmasse wird in 4 ml Puffer (100 jag/ml RNase A, 50 mmol/1 Tris-HCI, 10 mmol/1 
EDTA, pH 8,0) resuspendiert. Es werden 4 ml Lysepuffer (200 mmol/1 NaOH, 1 % SDS zu- 
gegeben und bei Raumtemperatur Sir 5 Minuten inkubiert. Anschlieflend werden 4 ml Neutra- 
lisationspuffer (3 mol/1 Kaliumacetat, pH 5,5) zugegeben und bei 4°C fur 15 Minuten inku- 
biert. Bei der gleichen Temperatur wird 30 Minuten bei 30000 xg zentrifugiert und der Uber- 
stand weiterverarbeitet. Eine Qiagen®-S2ule wird mit 4 ml Aquilibrierungspuffer (750 mmol/1 
NaCl, 50 mmol/1 MOPS, 15 % Ethanol, pH 7,0, 0,15 % Triton®X 100) aquilibriert und der 
Uberstand auf die Saule gegeben. Es wird mit 1 mol/1 NaCl, 50 mmol/1 MOPS, 15 % Ethanol, 
pH 7,0 gewaschen und mit 5 ml Elutionspuffer (1,25 mol/1 NaCl, 50 mmol/1 Tris-HCI, 15 % 
Ethanol, pH 8,5) eluiert. 

Das Eluat wird mit Isopropanol (0,7 Vol.) pr&zipitiert und bei 15000 xg bei 4°C fur 30 Minu- 
ten zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird in 70 % Ethanol gewaschen und nochmals zentrifu- 
giert. AnschlieBend wird das Pellet in 10 mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/1 EDTA, pH 8,0 resolubi- 
lisiert. 
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Der Endotoxingehalt einer solchen Plasmidpraparation betragt typischerweise 

300 - 3000 EU/mg. Unter Verwendung eines "Endotoxin Removal Buffers" gemafl 

WO 95/21177 und Qiagen News 1/96, S. 3 - 5 kann der Endotoxingehalt noch auf 
ca. 100 EU/mg gesenkt werden. 

Referenzliste 

Ausubel, F.M., et al. eds. (1991), Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, 
New York 

Birnboim, H.C und Doly, J., Nucleic Acids Research 7 (1979) 1513-1523 

Birnboim, H.C, et al., Meth. Enzymol. 100 (1983) 243-255 

Chandra et al., Analyt. Biochem. 203 (1992) 169-172 

Gotten et al., Gene Therapy 1 (1994) 239-246 

Dion et al., J. Chroia 535 (1990) 127-147 

Europaisches Patent EP-B 0 268 946 

Fiedler, Lexikon der Hilfsstoffe fur Pharmazie und Kosmetik und angrenzende Gebiete (Band 

9, 3. Auflage, 1989, Editio Cantor, DE) 
Garger et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 1 17 (1983) 835-842 
Johnson & Dan, Analyt. Biochem. 132 (1983) 20-25 
McClung & Gonzales, Analyt. Biochem. 177 (1989) 378-382 

Protein Purification Methods, Ed. by Elv. Harries and S. Angal, Oxford University Press 

1989, 238-244. 
QIAGEN NEWS 1/96, 3-5 

QIAGEN Plasmid Handbook (Qiagen Inc,. Chatsworth, USA) 
Raymond et al., Analyt. Biochem. 173 (1988) 125-133 

Sambrook, J., et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA 
WO 95/21 177 



WO 97/29113 



- 12- 



PCT/EP97/00321 



Paten tanspriiche 

1. Nukleinsaurepraparation mit einem Gehalt von weniger aJs 0,1 % Protein sowie mit 
einem Gehalt von weniger als 1 EU/mg DNA an Endotoxinen. 

2. Nukleinsaurepraparation nach Anspruch 1 mit einem Gehalt von 0,01 bis 0,1 EU/mg 
DNA an Endotoxinen. 

3. Nukleinsaurepraparation nach Anspruch 1 oder 2, frei von Ethidiumbromid, Phenol, 
Casiumchlorid MOPS-Puffersubstanz und Detergenzien auf Basis von Octyiphenol- 
poly(ethylenglycolether) n . 

4. Nukleinsaurepraparation nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daC die 
Nukleinsaure in gramnegativen Baktcricn replizierbar ist. 

5. Nukleinsaurepraparation nach den Anspnichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsaure eine Plasmid-DNA ist. 

6. Plasmid-DNA nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Plasmid-DNA repli- 
kationsfahig ist. 

7. Pharmazeutische Zusammensetzung, ent halt end eine replizierbar e Nukleinsaure mit 
einem Gehalt von weniger als 0,1 % Protein sowie mit einem Gehalt von weniger als 
1 EU/mg DNA an Endotoxinen in einer therapeutisch wirksamen Menge und gegebe- 
nenfalls pharmazeutische Hilfs-, Full- oder Zusatzstoffe. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, gekennzeichnet durch einen 
Gehalt von 0,01 bis 0,1 EU/mg DNA an Endotoxinen. 

9. Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure mit einem Gehalt von weniger als 
1 EU/mg an Endotoxinen, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure in gramnega- 
tiven Bakterien repliziert wird, die Biomasse aufgeschlossen und die loslichen Bestand- 
teile an Hydroxylapatit chromatographiert werden und die genannte Nukleinsaure iso- 
liert wird. 



WO 97/29113 



- 13 - 



PCT/EP97/00321 



Verwendung einer replizierbaren Nukleinsaure mit einem Gehalt von weniger als 0, 1 % 
Protein sowie mit einem Gehalt von weniger als 1 EU/mg an Endotoxinen, zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels zur ex vivo und/oder in vivo Gentherapie. 
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Wihrwid dcr intenunonalcn Recherche konsulherte elcktronischc Datcnhank (Name der OaCcnbank und evU. 



vcrwcndete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE U NTERLAGEN 



ICategone* 



Bexejchnimi dcr Verbffendicnung, soweit crfordcrtieh unter Angabc der in Bctrmcht kommenden Talc 



Betr. Aiupruch Nr. 



WO 95 21259 A (VICAL INCORPORATED) 
10. August 1995 

siehe Seite 31; Anspriiche; Beispiele 

EP 0 268 946 A (DIAGEN) l.Juni 1988 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Ookument 

WO 95 21177 A (QIAGEN GMBH) 10. August 1995 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspriiche; Beispiele 4,5 

WO 95 21179 A (QIAGEN GMBH) 10. August 1995 
siehe Anspriiche; Beispiele 
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1-10 



1-10 
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Weitere Vcrdflcnflichungca and der Fortsctzung von Feld C zu 
entzkchmcn 



m 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Bcsondere Kalegoncn von angegebenen VerdfTentiichungcn 
A' Vcrdrrentlichung, die dm allgcmemen Stand der Technik definierc 
aber niche ais besonders bedcutam anzutchen ist 

E" altera Doloumcat das jedoch cm am Oder nach dem irrtcmaaonalen 

AnmcldcdaAjm vcroffendicfcl worden iit 
L* Vcrdrrcndichung, die gorignct irt, onto PliortUUanrpruch zweifdhaA er- 
idieinen xu Imam, Oder durch die dai VeroCTmdichungsdalum etner 
andcren un Rechcjrhcnbericht genaonten VerdfTentlichung betegt wenten 
sou oder die aua exnera aadcrea besondera Grand angegeben ut (wie 
auagcfuhrt) * * 

O' VerofTentfichung, die tich auf etnc mundUche OfTenbarung, 

one Bcnutomg. erne Ausstailung oder andere Maflnahmen bcaeht 
P" YerofTentiichung, die vor dem tnscnutionaJen Awnddedatttm, aber nach 
dem ocampmchBen Priori titnUtum vcroOcndicht worden ist 



^S^J VerofTendiehung, die nach dem intcrnabonaJcn Anmctdedaasn 
oder dem Pnonutjdatum vcrdfTcntticht worden ist und mit der 
Anmeldung ntcht koilidiert, modern aur zumVenrtindnif da dcr 
^g^^^wd^egenden Prinnps oder der ihr zugrunddiegesdm 

X * k^'Iu^iSSLS 5?" n ^5 w ?!? ni: * c **«spruchte Erfindung 
l!? ft /!l! tn . « u Sr TUnd ±m VerdfTentlichung mcht tlx neu oder auf * 
crfindemcher Tabgkcit beruhend betrechtet werdm 

* Y * y^«ndJchung von beeonderer Bedeutung; die beenspruehte Erfindung 
Una «chtaJi auf ^ndmicher Titigkcit bcrutwndbrtr^chtet " unaun ^ 
J^S^rT Veroffmdichung mil einer oder mchrcrcn andcren 
*^^l. C ir** , J- <lK3er ^P"* m Vcrtrindung gebrmcht wird und 
diese Verhirtdimg fur ancn Fachmana fuhehegend ut 

Veroffentli chung, die Mitglicd dcnelbm Patentfamilie lit 
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angefilhrtes Patentdokument 
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Verdffenilichung 



Milglicd(er) der 
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